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Introduction générale 

1 

 

L’Homme a toujours utilisé, et parfois sans le savoir, des réactions enzymatiques pour 

transformer des molécules. Les enzymes sont des protéines fonctionnelles dotées de 

propriétés catalytiques capables de transformer un substrat en un produit. 

Les cellules animales, végétales et microbiennes contiennent des milliers de molécules 

enzymatiques différentes. Ces molécules peuvent être utilisées dans différents domaines 

industriels tels que les industries du cosmétique, de l’alimentaire, du pharmaceutique..etc. 

Parmi ces enzymes, les protéases représentent un des plus larges groupes avec environ 

50% à 60% du marché total des enzymes industrielles (Zeikus et al., 1998 ; Rao et al., 1998 ; 

Singh et al., 2001; Nascimento et Martins, 2004). 

Les protéases sont omniprésentes chez les différentes formes de vie (Rao et al 1998 ; 

Hamza, 2017), mais celles des microorganismes, et en particulier des bactéries, sont les plus 

significatives comparées aux protéases des animaux, des plantes et des autres 

microorganismes  (Ward, 1985 ; Rao et al., 1998; Bull et al., 2000 ; Adsul et al., 2007; Das et 

Prasad, 2010 ; Padmapriya et al., 2012). En effet, ces enzymes bactériennes présentent une 

large spécificité de substrats, sont stables et résistantes aux conditions extrêmes nécessaires 

aux différents procédés industriels (Banerjee et Ray, 2017).  

Pour cela l’objectif de notre travail est d’isoler des bactéries produisant des protéases 

avec des propriétés et des tolérances à des conditions extrêmes utilisées dans des processus 

industriels tels que la température et le pH. Ces tests ont été effectués sur des protéases 

d’extraits bruts d’une souche de référence Escherichia coli (E.coli) et de 5 isolats récupérés à 

partir du yaourt (IYT), de l’œuf (IOE), du sol (IS), de la rhizosphère (IRS) et de la cavité 

buccale d’un nourrissant (ICB). 

Les résultats obtenus montrent un fort potentiel d’utilisation industrielle des protéases 

de certains isolats qui possèdent des propriétés et des tolérances à des conditions utilisées 

dans des processus industriels. 
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1. Les enzymes 

Les enzymes sont des protéines fonctionnelles indispensables à la vie cellulaire. Selon le 

NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology), les enzymes sont classées en six classes, les Oxydoréductases (EC1), les 

Transférases (EC2), les Hydrolases (EC3), les Lyases (EC4), les Isomérases (EC5) et les 

Ligases (EC6). 

Les cellules contiennent des milliers d’enzymes différentes qui sont impliquées dans 

divers processus tels que la régulation génique, la digestion, la transformation de substrat, 

production de molécules,...etc. (Terra et al 1996; Rao et al, 1998 ; Wolfenden et Snider, 2001; 

Boddey et al., 2010). 

Les enzymes sont dotées de propriétés catalytiques qui permettent d’augmenter la vitesse 

des réactions chimiques. On absence de catalyse enzymatique, les réactions biochimiques sont 

très lentes et nécessitent des conditions de température et de pression extrêmes incompatibles 

avec la vie cellulaire (Cooper, 2000). 

Lors de la réaction catalytique les enzymes doivent se lier à leurs substrats au niveau d’un 

site spécifique qui se trouve sur l’enzyme appelé site actif ou site catalytique pour former un 

complexe enzyme-substrat. Ce complexe permet de convertir le substrat en un produit selon la 

réaction suivante: 

S + E ↔ ES → P 

Actuellement, les procédés industriels utilisent, préférablement, les méthodes 

enzymatiques que les méthodes chimiques (Hamza, 2017).  

La Figure 1 montre la distribution des ventes des enzymes, on remarque que les 

hydrolases représentent la plus grandes part des ventes.  
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Figure 1 : Distribution de ventes d’enzymes, la portion colorée indique le total de ventes des 
protéases (selon Rao et al., 1998). 

2. Les hydrolases  

Selon le NC-IUBMB, les hydrolases sont classées dans la troisième classe (EC3) des 

enzymes. Ces hydrolases, en présence d’une molécule d'eau, clivent les liaisons chimiques de 

différents substrats tels que les protéines, les lipides, les sucres, les esters (Gaber, 2012), selon 

la réaction générales suivante : 

 

                                          RR'+ H2O                      ROH + R'H 

Ces hydrolases occupent une position pivot par rapport à leurs importances 

biologiques et industrielles (Rao et al, 1998).)En effet, les hydrolases remplissent une grande 

variété de fonctions chez les différents organismes vivants telles que la croissance cellulaire, 

l’hydrolyse des substrats, la digestion, etc.  (Rao et al., 1998 ).  

De plus, les hydrolases représentent 75% des enzymes industrielles (Rao et al., 1998; 

Leisola et al ., 2001), ces hydrolases retrouvent leurs applications dans diverses industries 
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telles que les industries du cosmétique, de l’alimentaire, du pharmaceutique, du textile, du 

détergents... etc. (Maugard, 2003; Houde et al., 2004 ; Balogh, 2004; Ribitscha et al., 2010). 

Parmi les hydrolases on peut citer les amylases, les galactosidases, les lipases et les 

protéases (Tokiwa et Suzuki, 1977 ; Santos et al., 1998 ; Tester et al., 2006 ; Tavano, 2013). 

3. Les protéases 

Les protéases, protéinases, peptidases ou enzymes protéolytiques sont des enzymes qui 

représentent un groupe très important des hydrolases.  

Les enzymes protéolytiques appartiennent à la classe des hydrolases (EC3) et la sous 

classe des peptidases (EC3.4) (Souza et al., 2014).  

Ces enzymes catalysent le clivage des protéines par hydrolyse des liaisons peptidiques 

ce qui conduit à la production des acides aminés et des peptides (voir réaction suivante) (Rao 

et al ,1998 ; Nascimento et Martins, 2004 ; Mitchell et al., 2007 ; Oyeleke et al., 2010 ; 

Fulzele et al 2011 ; Ali et Ghulam Muhammad, 2017).   

 

Protéines + H2O �  Acides Aminés 

 

Chez les différents organismes vivants, les protéases jouent un rôle très important dans 

divers processus biologiques tels que la digestion, le catabolisme, la nutrition,…etc. (Rao et 

al., 1998 ; Sikandar et Yasmeen, 2017). Chez l’être humain plus de 500 de ces enzymes ont 

étaient identifiées (Puente et al., 2003 ; Hamza, 2017). 

Au plan industriel les protéases représentent environ 50% à 60% du marché total des 

enzymes (Zeikus et al., 1998 ; Rao et al., 1998 ; Singh et al., 2001; Nascimento et Martins, 

2004) et elles sont utilisées dans diverses industries (voir partie importance des protéases). 

3.1. Classification des protéases 

Les protéases peuvent être classées, entre autres, selon la nature chimique de leurs 

sites actifs et selon leur site d’action (Rawling et Barrett, 1994; Kumar et al , 1999 ; 

Nascimento, 2003). 
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3.1.1. Selon la nature chimique de leurs sites actifs  

En fonction du groupement fonctionnel du site actif, les protéases sont classées en 

quatre groupes (Hartley, 1960 ; Souza et Martins, 2001 ; Nascimento et Martins, 2004). 

 

3.1.1.1. Les protéases à Serine (EC. 3.4.21) 

Ces protéases sont caractérisées par la présence d’un groupement serine au niveau de 

leur site actif, elles sont ubiquitaires et indispensables pour différents organismes. Chez l’être 

humain par exemple elles sont impliquées dans la digestion des aliments, la coagulation du 

sang, elles combattent les infections et aident les spermatozoïdes à pénétrer l’ovule. Elles 

aident aussi les bactéries à digérer les matériaux et les virus à infecter les cellules (ex : 

hépatite C) (Stroud, 1974 ; Rao et al., 1998 ; Krem et al., 2000 ; Ekici et al., 2008). 

 

3.1.1.2. Les protéases à Cystéine (EC 3.4.22) 

Appelées aussi protéases à thiol, elles sont caractérisées par la présence d’un 

groupement cystéine au niveau de leur site actif, on les retrouve aussi bien chez les 

procaryotes que chez les eucaryotes.  

Les protéases à Cystéine sont impliquées dans différentes réactions protéolytiques, 

comme par exemple celles impliquées dans les deux processus métaboliques (anabolisme et 

catabolisme), elles jouent également un rôle essentiel dans le développement et la maturation 

des plantes, et peuvent intervenir dans la signalisation et dans les réponses des plantes aux 

facteurs biotiques et abiotiques (Miller, 1997 ; Grudkowska et Zagdańska, 2004). 

 

3.1.1.3. Les protéases aspartiques (EC 3.4.23)  

Appelées aussi protéases acides, elles sont caractérisées par la présence d’un acide 

aspartique au niveau de leur site actif, elles sont ubiquitaires et peuvent être utilisées en 

industrie. Par exemple, protéase aspartique des espèces de champignons comme Mucor 

pusillus et Mucor miehei, possède la possibilité de coaguler le lait, ce qui permet de l’utiliser 

dans l'industrie du fromage (Andrade et al., 2002). 

3.1.1.4. Les métalloprotéases (EC 3.4.24) 

Ces protéases sont caractérisées par leur besoin d’un ion métallique divalent pour leur 

activité (Rao et al., 1998). Elles incluent diverses protéases provenant de différents 

organismes telles que les collagénases des organismes supérieurs, les toxines hémorragiques 
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des venins de serpents et la thermolysine des bactéries (Weaver et al., 1977 ; Okada et 

al.,1986 ; Wilhelm et al., 1987 ; Shannon et al., 1989 ; Barett, 1995). 

3.1.2. Selon leurs sites d’action  
 

Selon leurs sites d’action, les protéases peuvent être subdivisées en deux groupes 

principaux : les exopeptidases 3.4.21-99) et les endopeptidases (EC 3.4.11-19) (Lopez et 

Bond, 2008 ; Mótyán et al., 2013 ; Souza et al., 2014). 

3.1.2.1. Les exopeptidases  

Sont des peptidases qui clivent seulement les liaisons peptidiques se trouvant à 

proximité des extrémités amino-terminal (N-terminal) ou carboxyle-terminal (C-terminal) de 

la chaine polypeptidique ou de la protéine (Hartley, 1960 ; Rao et al., 1998). Basés sur leurs 

sites d’action N-terminal ou C-terminal, ces exopeptidases sont classées, respectivement, en 

Aminopeptidases et Carboxypeptidase (Rao et al., 1998). 

 

         

3.1.2.2. Les endopeptidases  

Sont des peptidases qui clivent les liaisons peptidiques se trouvant à l’intérieur de la 

chaine polypeptidique ou de la protéine (Hartley, 1960 ; Rao et al., 1998). 

 

Ces différents groupes de protéases se trouvent soit sous forme intracellulaire ou une 

forme extracellulaire (Völkel et al., 1996). La forme intracellulaire jouent un rôle important 

dans la régulation du métabolisme et hydrolyse les protéines qui se trouvent à l’intérieur des 

cellules (Rao et al., 1998 ; Kumar et al , 1999). La forme extracellulaire hydrolyse les grandes 

Aminopeptidase 

Carboxypeptidase C-terminal 

N-terminal 
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molécules protéiques, à l’extérieur de la cellule, en molécules plus petites pour permettre 

ensuite leur absorption et leur utilisation par la cellule (Rao et al., 1998 ; Kumar et al , 1999).     

 

3.2. Importance des protéases 

Les protéases occupent une position pivot par rapport à leurs importances aussi bien 

au niveau cellulaire qu’au niveau industriel (Rao et al., 1998). 

3.2.1.  Au niveau cellulaire 

Les protéases sont omniprésentes, leur fonction physiologique est nécessaire pour tous 

les organismes vivants, ces enzymes sont importantes dans plusieurs processus (Rao et al 

1998 ; Mótyán et al., 2013) tels que le catabolisme des protéines et la génération de petits 

peptides et des acides aminés. Elles régulent aussi l’activité de plusieurs protéines, créent de 

nouvelles molécules bioactives, contribuent aux processus d’information cellulaire, génèrent 

et amplifient les signaux moléculaire et participent dans la division cellulaire (Neurath et 

Walsh, 1976 ; Lopez-Otín et Bond, 2008). Comme mentionné précédemment (partie protéases 

à Serine), ces enzymes protéolytiques prennent place dans les processus anaboliques, jouent 

un rôle essentiel dans le développement et la maturation des plantes, et interviennent dans le 

signal et les réponses biotiques et abiotiques (Grudkowska et Zagdańska, 2004). 

 

3.2.2.  Au niveau industriel  

Les protéases représentent un des plus larges groupes des enzymes industriels, avec 

environ 60% du total de ces enzymes vendues dans le monde (Rao et al ,1998 ; Gupta et al., 

2002 ; Madhavi et al., 2011 ; Hamza, 2017). 

Avec les avancés récentes des biotechnologies, l’intérêt et la demande en enzymes 

avec de nouvelles propriétés ont augmenté en raison de leurs avantages économiques, 

écologiques et industriels (Banerjee et Ray, 2017). Pour cela, des efforts considérables ont été 

dirigés vers la sélection d’organismes produisant des enzymes avec de nouvelles propriétés 

physiologiques et des tolérances à des conditions extrêmes utilisées dans des processus 

industriels tels que la température, la salinité et le pH (Fulzele et al., 2011 ; Umayaparvathi et 

al., 2013). 

Les protéases sont produites par plusieurs entreprise à travers le monde (Tableau 1) et 

peuvent trouver leur application dans diverses industries, notamment l'industrie 
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pharmaceutique et l'industrie des médicaments (Anisworth, 1994 ; Nascimento et Martins, 

2004 ; Craik, et al., 2011 ; Ghasemi et al., 2011), dans l'industrie alimentaire, l’industrie des 

détergents, du textile, de tannerie (Rao et al., 1998 ; Saha et al ,2011 ; Younes et al., 2011) et 

du traitement des déchets (Pastor et al.,2001).   

Tableau 1 : Principales entreprises productrices de protéases (Rao et al., 1998). 

Producteurs (Entreprise) Pays Part du marché% 

Novo Industries Danemark 40 

Gist-Brocades Pays-Bas 20 

Genencor International Les Etats Unis 10 

Miles Laboratories Les Etats Unis 10 

autres  20 

 

3.3. Les différentes sources des protéases 

Comme on l’a vu précédemment, les protéases sont physiologiquement importantes 

pour la vie des organismes, elles sont présentes dans toutes les formes de vie: plantes, 

animaux et microorganismes (Rao et al., 1998 ; Hamza, 2017). 

3.3.1.  Les protéases d’origines végétales 

 Les protéases végétales les plus connues sont la bromélaïne, la ficine et la papaïne 

extraites respectivement d’Ananas comosus, Ficus carica et Carica papaya (Singh et al., 

2016). 

 Les protéases des plantes sont utilisées dans diverses industries telle que l’industrie 

alimentaires et l’industrie pharmaceutique (Singh et al., 2016). 

 Par contre, pour utiliser les plantes comme source de protéases il faut prendre en 

considération certains facteurs comme la disponibilité des terres et l'adéquation des conditions 

climatiques pour la culture végétale (Rao et al., 1998 ; Singh et al., 2016). De plus, la 

production des protéases à partir des plantes est un processus qui peut être long (Rao et al., 

1998). 

3.3.2.  Les protéases d’origines animales 

 Les protéases d’origine animale les plus connues sont la trypsine pancréatique, 

chymotrypsin, pepsine et chymosine (rennin) (Boyer, 1971 ;  Hoffman, 1974 ; Rao et 

al.,1998 ; Sawant et Nagendran, 2014). La production de protéases animales dépend de la 
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disponibilité des bétails pour l’abattage. (Devi et al., 2008 ; Divakar et al., 2006). Les 

protéases animales peuvent être appliquées au secteur médical et alimentaire (Rao et al., 

1998 ; Singh et al., 2016).  

-  

3.3.3.  Les protéases d’origines microbiennes 

L’incapacité des protéases animales et végétales de répondre aux fortes demandes 

mondiales a augmenté l’intérêt porté aux protéases d’origine microbiennes (Rao et al., 1998). 

D’une façon générale, les microorganismes sont considérées comme une excellente 

source d’enzymes grâce à leur croissance rapide et grâce à leur capacité à être cultivés et 

manipulés génétiquement au laboratoire (Rao et al., 1998). 

Les protéases sont considérées comme l’une des enzymes les plus recherchées chez les 

microorganismes (Souza et al., 2014). Ces protéases microbiennes ont trouvées leurs 

applications dans diverses industries telles que l’industrie des détergents, l’industrie du textile, 

l’industrie pharmaceutique et l’industrie boulangerie (Kumar et Takagi, 1999 ; Benmrad et 

al., 2016).  

Grâce à l’intérêt porté à ces protéases, des efforts considérables ont été effectués dans 

le but de rechercher et de trouver de nouveaux microorganismes producteurs de protéases 

appliquées au secteur industriel (Hamza., 2017).  

3.3.3.1. Les champignons 

Chez ces microorganismes producteurs de protéases, un nombre considérable 

d’espèces de champignons sont utilisées comme source de protéases alcaline, acide et neutre 

(Singh et al., 2016). Parmi les genres de champignons utilisés pour produire les protéases on 

peut citer Aspergillus, Humicola, Mucor, Penicillum, Rhizopus, Thermomyces (Wu et al., 

2006).  

Les protéases des champignons retrouvent leurs applications dans divers secteurs tels 

que la boulangerie, la brasserie, les détergents, l’industrie du cuir et l’agroalimentaires (Haki 

et Rakshit, 2003; Halaouli et al., 2005 ; Merheb et al., 2007). Côté inconvénient, les protéases 

des champignons sont généralement intracellulaire et sont produites en quantités insuffisantes 

(Maheshwari et al., 2000 ; Souza et al., 2014), ce qui peut poser problème lors de leur 

récupération et purification.  
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3.3.3.2. Les Bactéries 

Parmi les différentes protéases provenant des différents organismes, les protéases des 

bactéries sont les plus significatives comparées aux protéases des animaux, des plantes et des 

champignons (Ward, 1985 ; Rao et al., 1998; Bull et al., 2000 ; Adsul et al., 2007; Das et 

Prasad, 2010 ; Padmapriya et al., 2012). 

Plusieurs études ont été effectuées sur des enzymes extracellulaires récupérés des 

différents organismes, mais celles obtenues à partir des bactéries sont très demandées 

(Banerjee et Ray, 2017). En effet, ces enzymes sont plus stables et plus actives que les 

enzymes d’autres organismes (Bull et al, 2000) et possèdent des caractéristiques intéressantes 

pour des applications industrielles (Bull et al, 2000 ; Umayaparvathi et al., 2013), telle que le 

maintien d’activité même au froid (Kulakova et al., 1999), la stabilité élevée aux températures 

extrêmes, au pH, à la salinité, aux solvants organiques, aux détergents et aux composés 

oxydants (Priest, 1977 ; Jacobs, 1995; Ito et al., 1998; Kumar et al. 1998; Yang et al., 2000 ; 

Contesini et al., 2017). De plus, les bactéries sont considérées comme les principales 

productrices d’enzymes extracellulaires (Jenssen et al., 1994 ; Wellingta et Meire, 2003).  

Les protéases des bactéries représentent 40% du total du marché des enzymes 

(Godfrey et Swest, 1996). Les bactéries sont facilement cultivables et avec un coût réduit, leur 

croissance est rapide et peuvent être génétiquement manipulées (Adsul et al., 2007; Das et 

Prasad, 2010 ; Umayaparvathi et al., 2013). Leurs enzymes sont produites en quantité élevée, 

présentent une large spécificité de substrats, sont stables et résistantes aux conditions 

extrêmes nécessaires aux différents procédés industriels (Banerjee et Ray, 2017). En effet, les 

protéases de certaines bactéries possèdent une thermostabilité élevée (Umayaparvathi et al., 

2013). Cette thermostabilité est avantageuse dans les applications industrielles qui demandent 

des températures élevées pour accélérer les réactions (Sonnleitner et Fiechter, 1983 ; Rahman 

et al., 1994 ; Adams et Kelly, 1998 ; Singh et al., 2001). 

Les différentes applications industrielles ont besoin d’une gamme variée de pH. Pour 

répondre à ce besoin, des protéases de bactéries peuvent être utilisées. En effet, les travaux 

ont montré que les protéases des bactéries peuvent avoir des optimums (Nascimento et 

Martins, 2004) d’activité à des pH acides (Zevaco et al., 1974), des pH neutres (Desmazeaud 

et Hermier, 1968 ; Fulzele et al., 2011) et des pH basiques (Horikoshi, 2014).  

Certaines protéases présentent aussi une tolérance et une stabilité face aux solvants 

organiques et aux détergents (Ogino et al., 1995 ; Sareen et Mishra, 2008). De plus, des 
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manipulations génétiques ont été effectuées sur certaines bactéries comme le genre Bacillus 

afin d'obtenir des protéases plus actives, plus stables et mieux sécréter (Priest, 1977 ; Jacobs 

1995 ; Ito et al., 1998 ; Kumar et al., 1998 ; Yang et al. 2000 ; Contesini , 2017). 
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           Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie du Centre 

Universitaire Belhadj Bouchaib- Ain Temouchent (CUBBAT) entre le mois de Février et le 

mois de Mai 2019.  

1. Préparation des milieux de culture 

1.1. Préparation de la Gélose nutritive 

Pour préparer la gélose nutritive (GN), 23g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient 

Agar) sont dissoutes dans 1L d’eau distillée.  

1.2. Préparation du Bouillon nutritif 

Pour préparer du Bouillon nutritif (BN), 8g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient 

Broth) sont dissoutes dans 1L d’eau distillée.  

2. Isolement, purification et sélection des isolats bactériens producteurs des 

protéases extracellulaires 

2.1.  Isolement et purification 

La recherche des isolats producteurs de protéases extracellulaires a été effectuée sur des 

bactéries isolées sur GN à partir de 5 échantillons : un sol vierge, une rhizosphère, un œuf, un 

yaourt et une cavité buccale d’un nourrissant de 3 mois et d’un adulte. La purification des 

isolats est effectuée par des repiquages successifs de colonies sur GN. 

La souche de référence E.coli (ATCC 25922), fournit par le Laboratoire de Chimie du 

Centre Universitaire Belhadj Bouchaib-Ain Temouchent (CUBBAT), a été aussi testé pour 

son activité protéolytique. En effet, des activités protéolytiques ont été étudiées et 

caractérisées chez E.coli. (Phizicky et Roberts, 1981 ; Lazdunski, 1989 ; Maurizi, 1992). Des 

différentes classes de protéases (les protéases à Sérine, les protéases Aspartique et les 

Métalloprotéases) ont été trouvée chez cette bactérie (Straus et al., 1987 ; Lehnherr  et 

Yarmolinsky , 1995 ; Brunder et al., 1997 ; Lathem et al., 2002  ).  

 

2.1.1. 1solement des bactéries à partir du sol vierge et de la rhizosphère 

Les deux échantillons du sol (sol vierge et rhizosphère) ont été prélevés d’un site situé 

au niveau du CUBBAT, la récolte de l’échantillon du sol est effectuée à environ 5 cm de 

profondeur. Les sols recueillis sont, ensuite, placés dans des boite de Pétri stériles. 
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Dés l’arrivé au laboratoire, l’isolement des bactéries, est effectué selon la méthode 

décrite par Rapilly, (1968). Afin de faciliter l’isolement des bactéries, une série de dilution est 

effectuée à partir d’une solution mère. 

Pour préparer la solution mère (dilution 10-0), 1g de chaque échantillon est mélangé 

avec 9 mL d’eau distillée stérile. Ensuite, une série de dilution allant de 10-1  à 10-3  est 

réalisée dans des tubes à essai contenant de l’eau distillée stérile. 100 µL de la dilution 10-3 

sont étalés à la surface de la gélose nutritive. 

Les boites de Pétri ensemencées sont incubées à 30°C pendant 24 à 48 h. Les colonies 

obtenues sont ensuite purifiées. 

2.1.2. 1solement des bactéries à partir du yaourt  

L’isolement des bactéries a été réalisé à partir d’un pot de yaourt nature (la marque 

Soummam). 

Afin de faciliter l’isolement des bactéries, la même technique, dilution-étalement 

(Kouomegne et al., 1986 ; Gardan et Devaux, 1987), utilisée pour l’isolement à partir du sol a 

été réalisée.  

Une série de dilution est effectuée à partir de la solution mère (dilution 10-0). Pour cela 

1mL du yaourt est ajouté aseptiquement à 9 mL d’eau distillée stérile. Ensuite une série de 

dilution allant de 10-1 à 10-3  est réalisée dans des tubes à essai contenant de l’eau distillée 

stérile. 100 µL de la dilution 10-3 sont étalés à la surface de la gélose nutritive.  

Les boites de Pétri ensemencées sont incubées à 30°C pendant 24 à 48 h. Les colonies 

obtenues sont ensuite purifiées. 

2.1.3. 1solement des bactéries à partir de l’œuf  

Cet isolement est effectué à partir du blanc d’œuf du poulet. Afin de faciliter 

l’isolement des bactéries, la technique, dilution-étalement (Kouomegne et al., 1986 ; Gardan 

et Devaux, 1987), a été utilisée pour l’isolement des bactéries à partir du blanc d’œuf du 

poulet.   

1 mL du blanc d’œuf est prélevé aseptiquement par une seringue et mélangé avec 9 mL 

d’eau distillée stérile. À partir de cette solution mère une série de dilution allant de 10-1 à 10-3  
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est réalisée dans des tubes à essai contenant de l’eau distillée stérile. 100 µL de la dilution 10-3 

sont étalés à la surface de la gélose nutritive. 

Les boites de Pétri ensemencées sont incubées à 30°C pendant 24 à 48 h. Les colonies 

obtenues sont ensuite purifiées. 

2.1.4. Isolement des bactéries à partir de la cavité buccale 

Les isolats ont été récupérés à partir de la cavité buccale d'un nourrisson de 3 mois et 

d’un adulte. Cet isolement est effectué en se basant sur la technique d’écouvillonnage (Doutre 

et al., 1975 ; Agbo-Godeau et Guedj, 2005). 

Pour cela, un écouvillon stérile est introduit, frotté et tourné à l’intérieur de la bouche. 

Une fois le prélèvement effectué, des boites de Pétri contenant la gélose nutritive sont 

ensemencées par cet écouvillon. Les boites de Pétri ensemencées sont ensuite incubées 

pendant 24h à température 37°C. 

3. Vérification de la pureté des isolats  

3.1. Observation macroscopique  

Après isolement et purification des différents isolats sur Gélose Nutritive, une 

observation macroscopique permet de déterminer la couleur, la taille, la forme, la coupe et le 

contour des colonies ainsi que la pureté des isolats.  

3.2. Observation microscopique 

Après coloration de Gram, l’observation microscopique permet de déterminer le 

Gram, la morphologie et la pureté des isolats. 

4. Criblage des isolats à protéases extracellulaires positives (gélatinase positive) 

 Ce test permet de faire le criblage entre les isolats protéases positifs et négatifs. Son 

principe se base sur la détection d’activité gélatinase. Les gélatinase sont des protéases 

extracellulaires secrétées par certaines bactéries et qui hydrolysent la gélatine (Leboffe et 

Pierce, 2010). 

 L’activité gélatinase dégrade la gélatine en polypeptides qui seront par la suite 

converti en acides aminés (Leboffe et Pierce, 2010)  
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 L’hydrolyse de la gélatine est détectée par l’utilisation du Bouillon Nutritif gélatiné 

(Harley, 2005 ; Leboffe et Pierce, 2010). La gélatine sert à la fois comme agent solidifiant et 

un substrat pour l’activité gélatinase.  

Afin de détecter l’activité gélatinase, le Bouillon Nutritif gélatiné à 15% sera ensemencé avec 

1 mL de pré-culture de chacun des isolats à tester et incubé à 30 °C (ou 37°C selon l’isolat), 

contre un blanc incubé dans les mêmes conditions sauf les 1 mL de la pré-culture qui seront 

remplacés par 1 mL du milieu BN stérile. 

Si les isolats sont gélatinase positive, la gélatine sera hydrolysée par la gélatinase 

secrétée et le milieu devient liquide (Leboffe et Pierce, 2010).    

Lorsque le milieu gélatiné devient liquide, ceci peut être du à la température 

d’incubation (réaction réversible) ou bien à la dégradation de la gélatine (réaction 

irréversible).  

Si le milieu gélatiné devient liquide sous l’influence de la température d’incubation, il 

sera capable de se re-solidifier lorsqu’il subira un traitement au froid à 4°C pendant 30 min. 

Par contre, si le milieu gélatiné devient liquide en raison de l’hydrolyse de la gélatine par 

l’activité gélatinase, il sera incapable de se re-solidifier et reste liquide lorsqu’il sera placé à 

4°C pendant 30 min (Harley, 2005). 

Le milieu gélatiné inoculé avec les isolats gélatinase négatives reste solide après le 

traitement froid (dela Cruz et Torres, 2012). 

5. Récupération de l’extrait brut bactérien pour test de l’activité protéases +   

Après criblage, des pré-cultures des isolats à protéases positifs sont préparées sur milieu 

BN (10 ml dans des tubes à essai) et incubées à 30 °C (ou 37°C selon l’isolat) pendant 24h. 

Ensuite, les DO de ces pré-cultures sont mesurées à 600nm et des flacons contenants 50 

mL de BN sont ensemencés avec ces pré-cultures de sorte à avoir une DOinitiale à 600 nm de 

0,01.  

Polypeptides Acides aminés Gélatine  

H2O 
Gélatinase  Gélatinase  

H2O 
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Après incubation, à 30 °C (ou 37°C selon l’isolat) pendant 24h les cultures sont 

centrifugées à 6000 rpm pendant 10 min. Le surnageant est récupéré et conservé à 4 °C. 

6. Dosage des protéines dans l’extrait brut des isolats à protéases + 

La méthode utilisée dans ce travail pour le dosage des protéines totales, est une méthode 

qui a été développé par (Fujita, et al., 1983 ; Watanabe et al., 1986) pour la détermination des 

concentrations en protéines des liquides biologiques. 

Il s’agit d’une méthode colorimétrique qui utilise le rouge de Pyrogallo et l’acide 

molybdique. Lorsque le complexe rouge de Pyrogallo-acide molybdique est combiné aux 

protéines, une coloration bleue-violette est obtenue. 

L’absorbance à 598 nm est proportionnelle à la concentration en protéines de 

l’échantillon. 

Le milieu réactionnel est comme indiqué dans le Tableau 2 et selon les instructions du 

fabricant du Kit SPINREACT.   

Tableau2 : Milieu réactionnel pour dosage des protéines 

 Blanc Etalon Echantillon 
R (ml) 
Rouge de pyrogallol- Molybdate de Sodium 

1 1 1 

Etalon  (µl) Albumin/Globulin 1000 mg/mL -- 20 -- 
Echantillon (µl) -- -- 20 

 

Le mélange est, ensuite, incubé pendant 5 min à 37°C ou bien 10 min à température 

ambiante puis les DO sont mesurées à 598 nm. 

Une fois les différentes DO mesurées, les concentrations des protéines totales sont 

calculées selon les instructions du fabricant du Kit SPINREACT. 

[(DOEchantillon – DOBlanc)/ (DOEtalon – DOBlanc)] x 1000 = mg/mL 

7.  Caractérisation de l’activité protéolytique de l’extrait brut des isolats 

L’activité protéolytique est mesurée en se basant sur le test caséinolytique (Dreyfus et 

Iglewski, 1986 ;  Ramakrishna et Pandit, 1988; Jayaraman, 2003) avec quelques 

modifications. 
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Ce test permet de mesurer les acides aminés libérés suite à l’hydrolyse de la caséine 

par les protéases extracellulaires des extraits bruts. Le test de l’activité protéolytique a été 

effectué en un à plusieurs réplicas techniques. 

Ces tests ont été effectués par étude de l’influence du temps d’incubation, du pH, de la 

température et du CaCl2 sur l’activité et la stabilité des protéases.  

7.1. Influence du temps d’incubation sur l’activité protéolytique 

Pour déterminer l’influence du temps sur l’activité protéolytique (Umayaparvathi et al., 

2013), le milieu réactionnel est incubé à 30 °C (pour les extraits bruts des isolats récupérés du 

sol, du Yaourt et de l’œuf) ou 37°C (pour les extraits bruts de la souche de référence d’E. coli 

et des isolats de la cavité buccale) à différent temps (0 min, 3min, 6min, 10min).  

L’activité protéolytique est déterminée suivant la méthode de Kembhavi et al. (1993). Le 

milieu réactionnel est constitué de 0,5ml de tampon Phosphate à 0,2 M pH7, 0,25ml de 

solution caséine à 2% et 0,25 ml d’extrait brut. 

Après incubation, la réaction est stoppée et les protéines non hydrolysées sont précipitées 

par ajout au milieu réactionnel de 1ml de TCA (TriChloroacetic Acid) à 10 %. Le mélange est 

placé à 4°C pendant 10 min puis centrifugé à 6000 rpm pendant 10min. Le surnageant est 

récupéré, sa DO est mesurée, contre un blanc, à 280nm dans des cuves en Quartz 

(Balachandran et al., 2012 ; Umayaparvathi et al., 2013). 

7.2. Influence de la température sur l’activité protéolytique. 

Pour déterminer l’effet de la température sur l’activité protéolytique, le milieu réactionnel 

(décrit précédemment) est incubé à différente températures (4°C, 20°C, 30°C, 37°C et 45°C) 

(Nascimento et Martins, 2004 ; Fulzele et al., 2011 ; Umayaparvathi et al., 2013). 

Le temps d’incubation optimal déterminé lors de l’étude de l’influence du temps sur 

l’activité protéolytique sera utilisé pour ce test. 

Ensuite, la réaction est stoppée par ajout au milieu réactionnel de 1ml de TCA 

(TriChloroacetic Acid) à 10 %. Le mélange est placé à 4°C pendant 10 min puis centrifugé à 

6000 rpm pendant 10min. Le surnageant est récupéré, sa DO est mesurée contre un blanc à 

280nm dans des cuves en Quartz (Balachandran et al., 2012). 
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7.3. Influence du pH sur la croissance bactérienne et sur l’activité 

protéolytique  

     L’influence du pH sur la croissance bactérienne a été testée sur 50 mL de BN inoculé avec 

une pré-culture de 24h à une DO600nm initiale de 0 ,01. Après 24 h d’incubation, la DO600nm de 

croissance, de chaque isolat, en fonction du pH est mesurée et comparée entre elles. 

Pour déterminer l’influence du pH sur l’activité protéolytique, le tampon phosphate à 0,2 

M et pH 7 (neutre) du milieu réactionnel (décrit précédemment) sera remplacé par un tampon 

phosphate à 0,2 M et pH 5 (acide) et du tampon glycine NaOH à 0,2 M et pH 9 (basique). Le 

temps d’incubation optimal déterminé lors de l’étude de l’influence du temps sur l’activité 

protéolytique sera utilisé pour ce test. La température d’incubation est de 30 °C (ou 37°C 

selon l’isolat). 

Ensuite, la réaction est stoppée par ajout au milieu réactionnel de 1ml de TCA 

(TriChloroacetic Acid) à 10 %. Le mélange est placé à 4°C pendant 10 min puis centrifugé à 

6000 rpm  pendant 10min. Le surnageant est récupéré, sa DO est mesurée, contre un blanc, à 

280nm dans des cuves en Quartz (Balachandran et al., 2012). 

7.4. Influence du CaCl2 sur l’activité protéolytique 

Pour déterminer l’effet du CaCl2 sur l’activité protéolytique, le tampon phosphate pH 7 du 

milieu réactionnel décrit précédemment est remplacé par le tampon phosphate pH 7 

additionné de 1% de CaCl2 ce qui donne une concentration finale de CaCl2 dans le milieu 

réactionnel  de 0,5%.  

Le milieu réactionnel est ensuite incubé à 30 °C (ou 37°C selon l’isolat) et le temps 

d’incubation optimal déterminé lors de l’étude de l’influence du temps sur l’activité 

protéolytique sera utilisé pour ce test. 

Ensuite, la réaction est stoppée par ajout au milieu réactionnel de 1ml de TCA 

(TriChloroacetic Acid) à 10 %. Le mélange est placé à 4°C pendant 10 min puis centrifugé à 

6000 rpm pendant 10min. Le surnageant est récupéré, sa DO est mesurée contre un blanc à 

280nm dans des cuves en Quartz (Balachandran et al., 2012). 
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8. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl2 sur la stabilité de 

l’enzyme 

8.1. Effet du traitement thermique sur la stabilité de l’enzyme 

La thermostabilité de l’enzyme est déterminée par incubation, dans un bain-marie, des 

extraits bruts à 90°C pendant 2h (Padmapriya et al., 2012). Après traitement thermique, 

l’activité résiduelle de l’enzyme est mesurée en suivant le protocole standard utilisé 

précédemment pour tester l’activité protéolytique, sauf que l’extrait brut non-traité est 

remplacé par l’extrait brut traité. 

8.2. Effet du pH sur la stabilité de l’enzyme 

L’effet du pH sur la stabilité de l’enzyme est testée par pré-incubation des extraits bruts, 

sans substrat, dans un tampon à pH 5, pH 7 et pH 9 pendant 2 h à température ambiante 

(Frankenberger et Johanson, 2002). Après traitement au pH, l’activité résiduelle de l’enzyme 

est mesurée en suivant le protocole standard utilisé précédemment pour tester l’activité 

protéolytique, sauf que l’extrait brut non-traité est remplacé par l’extrait brut traité. 

8.3. Effet du CaCl2 sur la stabilité de l’enzyme  

L’effet du CaCl2 sur la stabilité de l’enzyme (Liao et McCallus, 1998) est testé par pré-

incubation des extraits bruts dans un tampon à pH 7 additionné de 1% de CaCl2, pendant 2 h à 

température ambiante. Après traitement au CaCl2, l’activité résiduelle de l’enzyme est 

mesurée en suivant le protocole standard utilisé précédemment pour tester l’activité 

protéolytique, sauf que l’extrait brut non-traité est remplacé par l’extrait brut traité.
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1. Isolement des bactéries à partir des échantillons 

Pour rechercher des isolats présentant une activité protéolytique extracellulaire positive, 

des isolements de bactéries ont été effectués à partir d’un sol vierge, d’une rhizosphère, d’un 

œuf, d’un yaourt et à partir d’une cavité buccale d’un  nourrissant de 3 mois et d’un adulte. 

La Figure 2 montre le nombre d’isolat récupéré à partir de chaque échantillon.  

 

Figure 2: nombre d’isolat récupéré à partir de chaque échantillon (les nombres à l’intérieur de 

chaque portion indiquent le nombre d’isolats récupérés de chaque échantillon). 

2. Vérification de la pureté des souches 

L’observation des colonies sur Gélose Nutritive (GN) après incubation confirme la pureté 

des isolats : les colonies présentent un aspect, une couleur, une taille, une forme, une coupe et 

un contour homogènes. L’examen au microscope optique après coloration de Gram confirme 

aussi la pureté des isolats et révèle un aspect homogène pour toutes les cellules.  

3. Criblage des isolats à protéases extracellulaires positives (gélatinase positive) 

Sur les isolats récupérés des différents échantillons (un sol vierge, une rhizosphère, un 

œuf, un yaourt et une cavité buccale d’un nourrissant de 3 mois et d’un adulte), le test de 
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recherche d’activité protéolytique extracellulaire sur le Bouillon gélatiné a révélé la présence 

de 5 isolats possédant une activité protéases extracellulaires positives (gélatinase positive). 

La souche de Référence E. coli a révélée aussi un résultat positif pour ce test (Figure 3).  

 

Figure 3 : Exemple de résultat gélatinase positive (Souche de référence E.coli). 

Le tableau 3 regroupe les isolats possédant une activité gélatinase positive ainsi que leurs 

caractéristiques microscopiques et macroscopiques. 

Tableau 3 : Résultats de l’observation macroscopique et microscopique des isolats possédant 

une activité gélatinase positive. 

 

Isolats 

Observation macroscopique Observation 

microscopique 

Couleur Taille Forme Coupe Contour Gram Forme 

(E.coli) Beige Moyenne Ronde Bombée Régulier Négatif Bacille 

Sol (IS) Blanchâtre Petite Ronde Bombée Régulier Négatif Coccobacille 

Rhizosphère 

(IRS) 

Blanchâtre Moyenne Ronde Bombée Régulier Négatif Coccobacille 

Œuf (IOE) Blanchâtre Petite Ronde Bombée Régulier Négatif Cocci 

Yaourt (IYT) Blanchâtre Grande Ronde Bombée Régulier Négatif Diplocoque 

Cavité 

buccale (ICB) 

Blanchâtre Moyenne Ronde Bombée Régulier Négatif Coccobacille 

 

Ces isolats sont retenus pour la caractérisation de leur activité protéolytique.  

 

Le milieu devient liquide 
après hydrolyse de la 
gélatine. 
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4. Etude de l’activité protéolytique des extraits bruts 

 

 Les extraits bruts de la souche de référence et des différents isolats ont été récupérés 

à partir de culture présentant une DO600nm de 0,4 à 0,5. Ces extraits ont été testés pour leur 

capacité à hydrolyser la caséine en fonction du temps, du pH et de la température. 

La capacité à hydrolyser la caséine est mesurée en se basant sur le test caséinolytique 

(Dreyfus et Iglewski, 1986 ;  Ramakrishna et Pandit, 1988; Jayaraman, 2007) avec quelques 

modifications. 

Ce test permet de mesurer les acides aminés libérés suite à l’hydrolyse de la caséine 

par les protéases extracellulaires des extraits bruts. 

Le milieu réactionnel est constitué de 0,5ml de tampon Phosphate à 0,2 M pH7, 0,25ml de 

solution caséine à 2% et 0,25 ml d’extrait brut. 

Un dosage de protéines a été effectué et les extraits bruts ont été dilués pour rendre leur 

concentration en protéine égale à 0,5 mg/mL. 

4.1. Influence de la durée d’incubation sur l’activité protéolytique 

L’influence du temps d’incubation sur l’activité protéolytique des différents isolats, a été 

testée dans un intervalle de temps de 3 à 10 min. 

L’extrait brut de la souche de référence E. coli, présente la meilleure activité suivi de 

l’extrait brut de l’isolat récupéré à partir de l’œuf (IOE). Ensuite, viennent respectivement, les 

extraits bruts des isolats de la cavité buccale (ICB), du yaourt (IYT), de la rhizosphère (IRS) 

et du sol vierge (IS) (Figure 4). 
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Figure 4 : Cinétique de l’hydrolyse de la caséine par les différents extraits bruts. (A) : 

Hydrolyse de la caséine par les extraits bruts des isolats IS, IRS, IYT et ICB. (B) : Hydrolyse 

de la caséine par les extrait bruts des isolats IOE et E.coli. 

Selon la cinétique de l’activité protéolytique sur la caséine : 

- Les extraits bruts des isolats récupérés à partir du sol vierge, de la rhizosphère et du 

l’œuf présentent un maximum d’activité protéolytique après 3 minutes d’incubation. 

- L’extrait brut de l’isolat récupéré à partir du yaourt présente un maximum d’activité 

protéolytique après 6 minutes d’incubation. 

- Les extraits bruts de la souche de référence E. coli et de l’isolat de la cavité buccale 

présentent un maximum d’activité protéolytique après 10 minutes d’incubation 

comparé au temps 3 min et 6 min.  

Les résultats de ce test montrent que l’extrait brut d’E.coli est le plus performant pour 

l’hydrolyse de la caséine suivi directement de l’extrait de l’isolat IOE (Figure 4A). Des 

activités d’hydrolyse de la caséine plus au moins importantes ont été détectées, par ordre 

décroissant d’importance, chez les extraits des autres isolats ICB,  IYT, IRS, IS (Figure 4B). 

� Le temps d’incubation de 10 minutes a été retenu pour les différents tests de caractérisation 

de l’activité protéolytique des extraits bruts des différents isolats. 
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4.2. Influence de la température sur l’activité protéolytique

L’influence de la température

en incubant le milieu réactionnel, pendant 10 minutes à différentes températures de 4 °C, 20 

°C, 30 (37°C)  et 45°C. 

Les extraits bruts des différents isolats présentent une activité protéo

faible à 4°C, et les extraits des isolats IRS et ICB présentent une activité relativement faible à 

45°C comparée aux autres températures testées (Figure 

généralement utilisée pour stocker les protéines pou

activité enzymatique. Ce qui explique la faible activité protéolytique des différents extraits 

bruts.  

 

 

Figure 5 : Effet de la température sur l’hydrolyse de la caséine par les différents 

extraits bruts. 

Pour les extraits bruts des différents isolats, on remarque que la température optimale de 

l’activité protéolytique est identique à la température

E.coli, ICB (37°C), IRS, IOE, IYT (30°C) (Figure

chez E.coli, c'est-à-dire une protéase active entre 

de 37°C (Baehaki et al., 2015) et 

optimum de croissance de 37°C (Secades et Guijarro, 1999).

L’extrait de l’isolat IS présente une température optimale (20 et 45°C) d’activité protéolytique 

différente de la température optimale de croissanc
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Influence de la température sur l’activité protéolytique 

L’influence de la température sur l’activité protéolytique des différents isolats, a été testée 

en incubant le milieu réactionnel, pendant 10 minutes à différentes températures de 4 °C, 20 

Les extraits bruts des différents isolats présentent une activité protéolytique relativement 

faible à 4°C, et les extraits des isolats IRS et ICB présentent une activité relativement faible à 

45°C comparée aux autres températures testées (Figure 5). La température de 4°C est 

our stocker les protéines pour ralentir et voir même pour prévenir toute 

activité enzymatique. Ce qui explique la faible activité protéolytique des différents extraits 

Effet de la température sur l’hydrolyse de la caséine par les différents 

Pour les extraits bruts des différents isolats, on remarque que la température optimale de 

l’activité protéolytique est identique à la température potentielle de crois

IRS, IOE, IYT (30°C) (Figure 5). Des résultats similaires ont été trouvés 

une protéase active entre 30°C et 40°C et un optimum de croissance 

2015) et chez Yersinia ruckeri une protéase active à 37°C et un 

optimum de croissance de 37°C (Secades et Guijarro, 1999). 

présente une température optimale (20 et 45°C) d’activité protéolytique 

la température optimale de croissance bactérienne (30°C) (Figure 

E.coli IS IRS IOE IYT ICB

Extraits bruts des isolats 
E.coli 

30 ou 37°C 4°C 20°C 45°C 

DO 280nm 
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sur l’activité protéolytique des différents isolats, a été testée 

en incubant le milieu réactionnel, pendant 10 minutes à différentes températures de 4 °C, 20 

lytique relativement 

faible à 4°C, et les extraits des isolats IRS et ICB présentent une activité relativement faible à 

). La température de 4°C est 

ralentir et voir même pour prévenir toute 

activité enzymatique. Ce qui explique la faible activité protéolytique des différents extraits 

 

Effet de la température sur l’hydrolyse de la caséine par les différents 

Pour les extraits bruts des différents isolats, on remarque que la température optimale de 

de croissance bactérienne 

). Des résultats similaires ont été trouvés 

et un optimum de croissance 

une protéase active à 37°C et un 

présente une température optimale (20 et 45°C) d’activité protéolytique 

e bactérienne (30°C) (Figure 5).  
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Des protéases extracellulaires avec des activités optimales à 45 °C (différente de la 

température optimale de croissance) ont été déjà étudiées chez Pseudomonas cepacia 

(Mckevitt et al., 1989) et chez Bacillus horikoshii (Joo et al., 2002). Ces protéases 

thermoactives avec des optimums d’activités de 45°C peuvent être utilisées dans les industries 

des lessives et des détergents, comme c’est le cas de la protéase récupérées de Bacillus sp 

(Singh et al., 2001).   

A la température de 20 °C, les extraits bruts des isolats IS, ICB présentent leur optimum 

d’activité protéolytique et les extraits bruts des isolats IRS, IYT présentent, à cette 

température, une activité protéolytique proche de l’optimum (Figure 5). Ceci a été démontré 

pour les protéases de Stenotrophomonas maltophilia, utilisées en industries et qui sont 

activent à 20°C (Kuddus et Ramteke, 2011). 

4.3. Influence du pH sur la croissance bactérienne et sur l’activité protéolytique  

      L’influence du pH sur l’activité protéolytique ainsi que sur la croissance des différents 

isolats, a été testée à pH acide (pH 5), pH neutre (pH 7) et pH basique (pH 9). 

Les protéases sont classées en 3 groupes selon l’influence du pH sur leur activité en 

protéases acides, protéases neutres ou protéases alcalines.  

L’étude de l’influence du pH sur l’activité d’hydrolyse de la caséine a révélée les 

résultats suivants (Figure 6B) :  

Les différents extraits bruts présentent une activité protéolytique à pH 7. Des protéases 

à pH neutre sont importantes pour les industries alimentaires (Sandhya et al., 2005 ; 

Ahmetoglu et al., 2015), les industries pharmaceutiques et l’industrie du textile (Sumantha et 

al., 2006 ; Bhaskar et al., 2007).  

A pH 5, l’extrait brut de l’isolat IYT présente presque une activité protéolytique nulle. 

Le pH 5 semble influencer l’activité protéolytique de cet extrait brut. 

A pH 9, l’extrait brut de l’isolat IOE présente presque une activité protéolytique nulle. 

Le pH 9 semble influencer l’activité protéolytique de cet extrait brut.  

Les extraits bruts récupérés à partir de l’isolat IOE, de l’isolat ICB et de la souche de 

référence E. coli présentent une plus forte activité à pH 7 qu’au pH 5 et pH 9. Des travaux ont 

démontré l’existence, chez des bactéries, des protéases à pH neutre comme par exemple les 
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protéases d’E. coli (Baehaki et al., 2015), les protéases extracellulaires de Legionella 

pneumophila (Dreyfus et Iglewski, 1986) de Clostridium bifermentans (Macfarlane, 1992), de 

Bacillus stearothermophilus (Sookkheo et al 2000) et de Bacillus sp (Ahmetoglu et al., 2015).  

Les extraits bruts récupérés à partir de l’isolat IS présentent une plus forte activité à 

pH 5 qu’au pH 7 et pH 9. Des protéases avec un optimum d’activité à pH acide ont été 

trouvées chez les bactéries Lactobacillus helveticus (pH optimum égal à 5,5) (Hutkins et 

Nannen, 1993) et Bacillus acidocaldarius (pH optimum de 2 à 6) (Darland et Brock, 1971). 

L’existence d’une protéase avec un optimum d’activité à pH acide (pH4) a été aussi 

démontrée chez la levure Candida albicans (Germaine et Tellefson, 1981). Ces protéases 

acides peuvent trouver leur application dans les industries de détergents (Ammar et Aggad., 

2018) et les industries alimentaires (Leroy et De Vuyst, 2004), comme par exemple en 

fromagerie (Cerning, 1987). 

Les extraits bruts récupérés à partir de l’isolat IRS présentent une plus forte activité à 

pH 9 qu’au pH 5 et pH 7. Des travaux ont démontré l’existence, chez des bactéries, de 

protéases à pH alcalin comme celles de Alcaligenes faecalis (Thangam et Rajkumar, 2002), de 

Bacillus horikoshii (Joo et al., 2002) et de Bacillus licheniformis (Yilmaz et al., 2015) qui ont 

un optimum d’activité à pH 9. Les protéases alcalines sont très demandées dans plusieurs 

industries (Rao et al., 2017), telles que l’industrie des détergents, de la tannerie, de la 

pharmacie, du cosmétique, du cuir, de la soie et des aliments (Kembhavi et al., 1993 ; 

Gessesse, 1997 ; Kumar et Takagi., 1999 ; Kumar et Tiwari., 1999 ; Gupta et al., 2002 ; 

Srinivasan et al., 2009 ; khan et al ., 2011).  

Les différents pH testés, ne semblent pas influencer l’activité protéolytique de l’extrait 

brut récupéré de l’isolat IRS. De même, les études de Bao et al, (2008), ont montré que 

l’activité protéolytique des espèces Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 

Peptostreptococcus micros, et Prevotella nigrescens n’est pas influencée par des pH 

différents. Aussi, les études de Kaminogawa et al, (1972) ont démontré que pour les protéases 

se trouvant dans le lait, les pHs optimums peuvent être à la fois proches d’un pH neutre et 

d’un pH basique (entre 7,5 et 8,5). 

 

 



 

 

Figure 6 : Influence du pH sur la croissance bactérienne et sur l’activité 

(A) : Effet du pH sur la croissance des différents extraits bruts. (B)

l’hydrolyse de la caséine par les différents extraits bruts

      Afin de trouver un lien entre le pH optimal de croissance et le pH optimal de l’activité 

protéolytique des différents extraits, l’influence du pH sur la croissance des différents isolats 

(Figure 6 B) a été testée ensuite comparée avec l’influence du pH sur

      Le pH5 semble influencer à la fois

référence E.coli et leur activité protéolytique (

meilleure croissance et une meilleure activité à pH7.   

      Pour les deux isolats IS 

protéolytique de leur extrait brut. Ses deux isolats présentent une croissanc

protéolytique normale à pH7. Pour l’isolat IRS, son optimum de croissance et d’activité 

protéolytique est situé à pH9. 

      Le pH5 est le pH optimal de croissance pour l’isolat ICB alors que ce pH5 affecte 

l’activité protéolytique de l’extrait brut de cet isolat. 

      Le pH5 ne semble pas affecter la croissance de l’isolat IYT alors qu’il affecte sévèrement 

l’activité protéolytique de son extrait.
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Influence du pH sur la croissance bactérienne et sur l’activité 

: Effet du pH sur la croissance des différents extraits bruts. (B)

l’hydrolyse de la caséine par les différents extraits bruts. 

Afin de trouver un lien entre le pH optimal de croissance et le pH optimal de l’activité 

protéolytique des différents extraits, l’influence du pH sur la croissance des différents isolats 

a été testée ensuite comparée avec l’influence du pH sur l’activité protéolytique.

Le pH5 semble influencer à la fois la croissance de l’isolat IOE et de la souche de 

et leur activité protéolytique (Figure 6 A et B). L’isolat IOE présente une 

meilleure croissance et une meilleure activité à pH7.    

Pour les deux isolats IS et IRS, le pH 5 influence leur croissance mais pas l’activité 

protéolytique de leur extrait brut. Ses deux isolats présentent une croissanc

protéolytique normale à pH7. Pour l’isolat IRS, son optimum de croissance et d’activité 

 

Le pH5 est le pH optimal de croissance pour l’isolat ICB alors que ce pH5 affecte 

xtrait brut de cet isolat.  

Le pH5 ne semble pas affecter la croissance de l’isolat IYT alors qu’il affecte sévèrement 

l’activité protéolytique de son extrait. 
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Influence du pH sur la croissance bactérienne et sur l’activité protéolytique. 

: Effet du pH sur la croissance des différents extraits bruts. (B) : Effet du pH sur 

Afin de trouver un lien entre le pH optimal de croissance et le pH optimal de l’activité 

protéolytique des différents extraits, l’influence du pH sur la croissance des différents isolats 

l’activité protéolytique. 
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4.4.  Influence du CaCl2 sur l’activité protéolytique 

     L’influence du CaCl2 sur l’activité protéolytique des différents isolats est testée par 

addition au milieu réactionnel du CaCl2 à une concentration finale de 0,5%. 

Le résultat de ce test (Figure 7), montre que l’activité protéolytique des différents 

extraits bruts diminue en présence du CaCl2. 

 

 

               

  

Figure7 : Effet du CaCl2 sur l’hydrolyse de la caséine par les différents extraits bruts. 

L’activité protéolytique de l’extrait brut de la souche de référence E.coli est la moins 

affectée par la présence du CaCl2 comparé aux extraits bruts des autres isolats. 

Les activités protéolytiques des extraits bruts des isolats du sol (IS et ISR) sont les 

plus affectées par la présence du CaCl2 comparé aux extraits bruts des autres isolats. 

L’activité protéolytique de l’extrait brut IS est nulle en présence du CaCl2. 

L’activité protéolytique des extraits bruts des isolats IOE, IYT et ICB, présentent une 

activité protéolytique, en présence du CaCl2, 3 fois inférieure qu’en absence du CaCl2. 

L’influence du CaCl2 sur l’activité des enzymes a été étudiée. Les travaux de 

kütemeyer et al. (2005) ont montrée que les transglutaminases d’origine microbienne 

présentent une diminution de leur activité en présence du CaCl2. 
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5. Etude de la stabilité des protéases des extraits bruts 

5.1. Effet du traitement thermique sur la stabilité de l’enzyme 

La thermo-stabilité des protéases a été testée en mesurant l’activité résiduelle des extraits 

bruts des différents isolats après leur traitement de 2h à 90° C. 

Il a été démontré que le traitement thermique altère la structure des protéines et affecte 

l’activité des enzymes (Zale et Klibanov, 1986 ; Adams, 1991 ; Dubey et al., 2010 ; Perdana 

et al., 2012). Notre objectif est de tester l’influence d’un traitement thermique sur la stabilité 

et l’activité des protéases de nos extraits bruts (Figure 8). 

 

 

Figure 8: Effet du traitement thermique sur la stabilité de l’enzyme 

 

D’après les résultats obtenus (Figure 8), les protéases extracellulaires des isolats IRS 

et IYT semblent être plus stable au traitement à 90° C comparé aux extraits bruts des autres 

isolats. En effet, l’activité résiduelle d’hydrolyse de la caséine est de 90,90% pour l’extrait de 

l’isolat IRS et de 78,75% pour l’extrait de l’isolat IYT. Ces deux protéases sont considérées 

comme des protéases thermostables, du fait que des protéases utilisées en industrie telles que 

celles de Pseudomonas aeruginosa ne retiennent que 85% de leurs activités après 1h de 

traitement à 65°C (Lu et chang, 1996) et les protéases de Aspergillus niger ne retiennent que 

48,4% de leur activité initiale après traitement à 90 ° C pendant 15 min ( Dubey et al., 2010), 

alors que celle de l’extrait brut de l’isolat IRS retient 90,90% de son activité après 2 h de 

traitement à 90°C et celle de l’extrait de l’isolat IYT retient plus de 78% de son activité. 

L’activité résiduelle de l’extrait brut de la souche E.coli est la plus sévèrement affectée 

après traitement thermique, suivi de l’extrait de l’isolat IOE. En effet, ces deux extraits ne 

retiennent, respectivement, que 6,31% et 21,56% de leur activité d’hydrolyse de la caséine 
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après traitement. Un résultat presque similaire a été trouvé pour la protéase Bacillus sp. En 

effet, après traitement thermique de 2 h à 80°C, la protéase de cette bactérie n’a retenu que 

16% de son activité (Nascimento et Martins, 2004). 

Les extraits bruts des isolats IS et ICB sont plus ou moins thermostables, ces deux 

extraits ont retenus, respectivement, 48,07% et 62,22% de leur activité après traitement 

thermique à 90°C. ce résultat montre que les protéases de ces deux extraits sont moins stables 

que ceux des extraits des isolats IRS et IYT, par contre, elles peuvent être considérées comme 

plus stables (surtout celle de l’extrait de l’isolat ICB) que la protéases de Penicillium duponti 

qui ne retient que 65% de son activité après traitement d’une heure à 70°C (Hashimoto et al., 

1973), alors que la protéase de l’isolat ICB retient plus de 62% de son activité après 2h de 

traitement à 90°C.   

L’intérêt pour les enzymes thermostables a augmenté du fait que la plupart des 

processus industriels utilisant des enzymes nécessitent des températures élevées (Fulzele et 

al., 2011). De plus, les enzymes thermostables présentent plusieurs avantages telles que la 

vitesse de réaction élevée, la diminution des risques de contamination et la durée de vie plus 

longue de ces enzymes thermostables (Silva et al., 2007). Les principales applications des 

enzymes thermostables sont dans les industries alimentaires et les industries de détergents 

(Zamost et al., 1991). 

5.2.Effet du pH sur la stabilité de l’enzyme 

L’influence du pH sur la stabilité des protéases a été testée par pré-incubation des extraits 

bruts pendant 2h dans des tampons à pH 5, 7, 9 à température ambiante. Ensuite, l’activité 

résiduelle d’hydrolyse de la caséine a été testée (Figure 9). 

 



 

 

 

Figure 9 : Effet du pH sur la stabilité de l’enzyme

l’enzyme (B) : effet du pH

de l’enzyme. 

Comme c’est le cas pour le traitement thermique, les traitements acide ou basique peuvent 
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Effet du pH sur la stabilité de l’enzyme. (A) : Effet du pH5
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Par contre, le traitement avec un tampon à pH 9 ne semble pas affecter la stabilité des 

protéases de ces deux isolats, bien au contraire, ce traitement améliore leur activité 

protéolytique. En effet, l’activité protéolytique des extraits bruts des isolats IOE et E.coli, 

augmente, respectivement, de 104,34% et 43,29% après traitement avec un tampon à pH 9 

(Figure 9 C). Cette augmentation peut être due à une modification de la structure de l’enzyme 

pour rendre son activité plus efficace.  

Les protéases des isolats IOE et E.coli sont considérées, donc, comme protéases 

stables au pH alcalin. En effet, Fulzele et al, (2011) a considéré la protéase extracellulaire de 

Marinobacter sp comme possédant une stabilité raisonnable au pH alcalin, alors qu’elle n’a 

retenu que 50% de son activité après 1h de traitement à pH9. 

Le traitement avec un tampon à pH 7 améliore de 119,6% l’activité protéolytique de 

l’extrait brut de l’isolat IOE, ce qui n’est pas le cas pour l’extrait brut de la souche E.coli, où 

son activité protéolytique diminue de 24,34% après traitement avec un tampon à pH7 (Figure 

9B). Cette différence de stabilité vis-à-vis le traitement avec un pH neutre a été démontré. En 

effet, les protéases de Penicillium caseicolum présentent une stabilité face à un traitement à 

pH7 (90% d’activité résiduelle) (Lenoir et Bisson, 1977), alors que les protéases de Bacillus 

pumilus perdent 41% de leur activité après ce traitement (Gomaa, 2013).  

Le traitement de l’extrait brut d’isolat IYT avec un tampon à pH 7 ne modifie pas 

l’activité protéolytique de cet extrait. Le traitement de cet extrait avec un tampon à pH 5 ou 

pH 9 améliore son activité protéolytique, respectivement, de 35,7 % et de 36,5%. (Figures 9 

A, B et C). Ce qui nous permet de les considérer comme des protéases extrêmement stables 

aux pH acide et pH alcalin. Des enzymes actives en conditions acides et alcaline indiquent un 

fort potentiel d’utilisation de ces enzymes, respectivement, en industries alimentaires (Leroy 

et De Vuyst, 2004) et en industries des détergents (Cowan  et Daniel, 1982 ; Towatana et al., 

1999).  

Pour l’extrait brut de l’isolat IRS, le traitement avec un pH acide améliore son activité 

protéolytique de 18,5%. Ce qui signifie que ces protéases sont stables à un pH acide, ceci a 

été démontré chez les protéases Bacillus cohnii qui ont gardé 85% de leur activité après 30 

min de traitement au pH5 (Dudhagara et al., 2015). 

 

Le traitement de l’extrait brut de l’isolat IRS avec un pH neutre fait diminuer son 

activité protéolytique de 48,06%, ce qui a été observé pour les protéases de Bacillus pumilus 
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qui présente une diminution de 41% après un traitement au pH7 (Gomaa, 2013). Le traitement 

avec un pH alcalin annule carrément l’activité protéolytique de cet extrait. 

Pour l’extrait brut de l’isolat ICB, les traitements aux différents pH diminuent son 

activité protéolytique. En effet, cette activité chute de 33,33% suite à un traitement à pH 5, de 

87,41% pour le traitement à un pH 7 et de 84,13% pour le traitement à un pH 9.   

Pour l’extrait brut de l’isolat IS, le traitement au pH 7 améliore son activité 

protéolytique de 125,69%, par contre le traitement avec un pH 5 et pH 9 fait diminuer 

l’activité protéolytique de cet extrait, respectivement, de 20% et de 34,83%. L’influence d’un 

traitement à pH acide ou alcalin a été démontrée chez les protéases de Bacillus  licheniformis. 

Ces protéases ne gardent que 20% de leur activité après traitement à pH6 (Abu Sayem et al., 

2006) et celles de Bacillus sp qui perdent environ 66% de leur activité après traitement à pH9 

(Nascimento, 2003).  

 

5.3. Effet du CaCl2 sur la stabilité de l’enzyme 

L’effet du CaCl2 sur la stabilité de l’enzyme est testé par pré-incubation des extraits bruts 

dans un tampon phosphate pH 7 additionné de 1% de CaCl2, pendant 2 h à température 

ambiante.  

À l’exception de l’activité protéolytique de l’extrait brut IS (diminution de 5,77%), le 

traitement avec du CaCl2 semble affecter l’activité protéolytique des différents extraits bruts 

(Figure 10). 

 

Figure 10 : Effet du CaCl2 sur la stabilité de l’enzyme 
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L’activité protéolytique de l’extrait brut de la souche E.coli est la plus affectée par ce 

traitement avec une diminution de 87,59%, suivi de l’activité de l’extrait de l’isolat IOE 

(diminution de 69,42%) et de l’extrait de l’isolat IRS (diminution de 62,34%).  

Pour les extraits bruts des isolats IYT et ICB, leur activité protéolytique présente une 

diminution, respectivement de 42,5% et de 51,86%. 

L’influence du CaCl2 sur la stabilité des enzymes a été étudiée. Les travaux de 

kütemeyer et al. (2005) ont montrée que les transglutaminases d’origine microbienne 

présentent une diminution de leur stabilité en présence du CaCl2. 

6. Discussion générale 

Comme mentionné dans la partie synthèse bibliographique, des efforts considérables 

ont été dirigés vers la sélection d’organismes produisant des enzymes avec de nouvelles 

propriétés physiologiques et des tolérances à des conditions extrêmes utilisées dans des 

processus industriels tels que la température, la salinité et le pH (Fulzele et al., 2011 ; 

Umayaparvathi et al., 2013). L’objectif de notre travail été de rechercher des activités 

protéolytiques, chez des isolats, possédant ces caractéristiques extrêmes utilisées dans des 

processus industriels et biotechnologiques. 

Pour les isolats récupérés à partir du sol IS et IRS (respectivement sol vierge et 

rhizosphère), leurs extraits bruts semblent avoir le même profile d’hydrolyse de la caséine (un 

optimum d’activité après 3min d’incubation), de plus, l’activité protéolytique de ces deux 

extraits est sévèrement affectée par la présence du CaCl2. Cependant, l’activité protéolytique 

de ces deux extraits, présentent un optimum de température et de pH différents. L’activité 

d’IS atteint son maximum à une température de 20°C et de 45°C  et à un pH5. Alors que 

L’activité de IRS, à un maximum d’activité à 30°C et à pH 9.  

Concernant la stabilité des protéases, l’activité protéolytique de ces extraits est 

considérée comme plus ou moins thermostables pour l’extrait de l’isolat IS, à thermostables 

pour l’extrait de l’isolat IRS. Ces deux extraits retiennent, respectivement, 48,07% et 90,90% 

d’activité résiduelle après 2 h traitement thermique à 90°C.  

Les extraits bruts de ces deux isolats présentent un comportement différent vis-à-vis 

des traitements pH. Pour l’extrait de l’isolat IRS, le traitement avec un pH acide améliore son 

activité protéolytique de 18,5%, alors que pour l’extrait brut de l’isolat IS, c’est le traitement 
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avec un pH neutre qui améliore son activité protéolytique de 125,69%. Cela veut dire que les 

protéases de l’extrait brut de l’isolat IRS sont stables à un pH acide, alors que celles de 

l’extrait brut de l’isolat IS sont stables à un pH neutre. Pour les autres pH ces protéases sont 

plus moins stables.  

Les protéases de l’extrait brut de l’isolat IS sont moins affectées par le traitement au 

CaCl2 que les protéases de l’extrait brut de l’isolat IRS. Ces deux extraits retiennent, 

respectivement, 94,23% et 37,66% après 2 h de traitement avec 0,5% de CaCl2. 

Pour les isolats récupérés à partir des aliments IYT et IOE (respectivement yaourt et 

œuf), les optimums d’activité de leurs extraits bruts sont identiques, une température optimale 

de 30°C, et un pH neutre (pH7). 

L’activité protéolytique est affectée de la même façon pour ces deux extraits et elle est 

3 fois inférieure en présence du CaCl2 qu’à son absence. Par contre, leur profile d’hydrolyse 

de la caséine est différent, l’extrait de l’isolat IOE atteint son maximum d’activité à 3min et 

celui de  IYT à 6min. 

Concernant la stabilité des protéases, le traitement thermique de 2 h à 90°C affecte la 

stabilité des protéases de l’extrait brut de l’isolat IOE qui ne retient que 21,56% de sont 

activité protéolytique, alors que l’extrait brut de l’isolat IYT retient 78,75% après ce 

traitement. Les protéases de l’extrait brut de l’isolat IYT sont plus thermostables que les 

protéases de l’extrait brut de l’isolat IOE. 

Pour les extraits des isolats IYT et IOE, les traitements aux différents pH n’affectent 

pas la stabilité des protéases de ces deux extraits bruts, à l’exception de l’extrait brut de 

l’isolat IOE qui présente une diminution de son activité protéolytique de 87,2% suite à un 

traitement de 2 h au pH5. 

Les protéases de l’extrait brut de l’isolat IYT sont moyennement affectées par le 

traitement au CaCl2, alors que celles de l’isolat IOE ne maintient que 30,58% de son activité. 

Pour les extraits bruts de la souche de référence E .coli et de l’isolat ICB (cavité 

buccale), l’hydrolyse de la caséine arrive à son optimum après 10min d’incubation et à pH 

neutre (pH7). Cependant, leur température optimale d’activité protéolytique est différente, 

20°C pour ICB et 37°C pour E .coli. 
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Concernant les protéases de l’extrait brut de l’isolat ICB sont plus stables, au 

traitement thermique de 2h à 90°C, que les protéases de l’extrait brut de la souche de 

référence E.coli. Ces protéases retiennent, respectivement, 62,2% et 6,3% de leur activité. 

Le traitement aux différents pH affecte la stabilité des protéases des extraits bruts des 

deux isolats, sauf pour le traitement au pH 9 qui n’affecte pas la stabilité des protéases de 

l’extrait brut de la souche E.coli.  

La stabilité des protéases de ces deux extraits est affectée par CaCl2, l’extrait de la 

souche E.coli est plus affecté par rapport aux protéases de l’isolat ICB. Ces protéases 

retiennent, respectivement, 12,41% et 48 ,14% de leur activité après ce traitement. 

Bien que les protéases de l’extrait brut d’E.coli présentent la meilleure activité 

d’hydrolyse de la caséine, ces protéases n’ont pas de tolérances aux conditions extrêmes 

utilisées dans les processus industriels tels la stabilité à des températures élevées. Pour cela, 

ces protéases ne peuvent être exploitées en industrie. De même pour les extraits bruts de 

l’isolat IOE (œuf) qui ne présentent pas une stabilité à des températures élevées.  

Pour les protéases de l’isolat de la cavité buccale (ICB), bien qu’elles présentent une 

bonne thermo-stabilité, elles sont sensibles aux traitements pH 7 et pH 9, ce qui limite leur 

utilisation dans les industries nécessitant des conditions de pH neutre ou alcalin.  

Les protéases de l’extrait brut de l’isolat IRS présentent la meilleure stabilité au 

traitement thermique et une bonne stabilité aux traitements pH 5 et pH 7, l’extrait brut de 

l’isolat IS présente une certaine stabilité au traitement thermique et elles sont stables aux 

traitements aux pH5, 7 et 9. Ce qui fait des protéases récupérées à partir du sol (sol vierge et 

rhizosphère), des candidats potentiels pour des utilisations industrielles et biotechnologiques. 

De plus, il a été démontré que les enzymes récupérées à partir des microorganismes du sol 

sont les plus recherchées grâce à leur capacité à être utilisées dans divers domaines de 

recherche et peuvent être exploitées en agriculture, en industrie et en biotechnologie (Rao et 

al., 2017). Les enzymes microbiennes les plus recherchées dans les sols sont les hydrolases et 

en particulier les protéases (Kakirde et al., 2010 ; Souza et al., 2018) grâce à leur importance 

biotechnologiques et à leur utilisation dans les industries des bio surfactants, des détergents, 

du cosmétique, des aliments, des textiles, de la pharmacie,… etc. (Sindhu et al., 2009 ; Saggu 

et  Mishra, 2017 ; Souza et al., 2018). C’est pour cette raison que l’intérêt pour des enzymes 

provenant des divers espèces du sol (ex Bacillus sp et Aspergillus) a augmenté (Sohail et al., 
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2009; Oyeleke et al., 2010; Padmapriya et al., 2012; Josephine et al., 2012; Naidu et Devi, 

2005). 

Le tableau suivant (Tableau 4) récapitule les résultats obtenus des différentes activités 

protéolytiques. 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des résultats de la caractérisation des protéases chez 

les différents isolats 

 Activités protéolytiques Stabilité des protéases (activité résiduelle) 

pH 

optimal 

Température 

optimale 

Activité en 

présence de 

0,5% de CaCl2  

Stabilité à 

pH 

Stabilité 

à 90°C 

Stabilité en 

présence de 

0,5% CaCl2  

E.coli 7,0 37°C Faible diminution 7,0 et 9,0 Faible Faible 

IS 5,0 20°C, 45°C Activité nulle 5, 7,0 et 9,0 Moyenne Forte 

IRS 9,0 30°C Forte diminution 5,0 et 7,0 Forte Faible 

IOE 7,0 30°C Forte diminution 7,0 et 9,0 Faible Faible 

IYT 7,0 30°C Forte diminution 5, 7 et 9,0 Forte Moyenne 

ICB 7,0 20°C Forte diminution 5,0 Moyenne Moyenne 
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L’activité protéolytique extracellulaire d’une souche de référence (E.coli) et de 5 

isolats récupérés à partir du yaourt (IYT), de l’œuf (IOE), du sol (IS), de la rhizosphère (IRS) 

et de la cavité buccale d’un nourrissant (ICB) a été testée, afin de récupérer des protéases à 

intérêt industriel. 

Les résultats des tests de l’influence des températures sur l’activité protéolytique 

révèlent des températures optimales de 20°C et 45°C pour les protéases de l’isolat IS alors 

que les protéases des autres isolats présentent un optimum de température de 30°C ou de 

37°C. L’influence du pH sur l’activité protéolytique des différents isolats a été testée à pH 5, 

pH 7 et pH 9, les résultats de ce test montrent que les extraits bruts des isolats IS et IRS ont 

une activité protéolytique optimale à pH acide (pH5), les extraits bruts d’E.coli, IOE et ICB 

ont une activité protéolytique optimale à pH neutre (pH7) et les extraits bruts des isolats IYT, 

IRS et IS ont une activité protéolytique optimale à pH basique (pH9). L’influence du CaCl2 

sur l’activité protéolytique a été aussi testée à une concentration de 0,5%, les résultats 

montrent que l’activité protéolytique des différents isolats est affectée par la présence du 

CaCl2.  

Concernant les tests de stabilité des protéases aux conditions extrêmes, les résultats du 

traitement thermique à 90°C pendant 2h ont montrés une grande stabilité des protéases des 

isolats IRS et IYT avec maintien, respectivement, de 90,90% et de 78,75% de leur activité 

après ce traitement. Pour ce qui est stabilité des protéases à des traitements pH, les résultats 

obtenus montrent que les protéases des isolats IS, IRS, IYT et ICB sont stables au traitement 

pH 5, les protéases des isolats IS, IOE, IYT et d’E.coli sont stables au traitement pH 7 et les 

protéases des isolats IYT, IOE, IS et d’E.coli sont stables au traitement pH 9. Pour le 

traitement avec le CaCl2, la stabilité des protéases des différents isolats est affectée par la 

présence du CaCl2 à l’exception de celles de l’extrait brut IS qui présentent une certaines 

stabilité (94,23% d’activité résiduelle). 

D’après ces différents résultats on peut conclure sur l’existence d’une certaine stabilité 

des protéases des isolats IS, IRS et IYT aux conditions extrêmes de pH et de température. Ces 

propriétés donnent un fort potentiel d’utilisation de ces protéases en industries et peuvent être 

donc exploitées commercialement. 
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Afin de mieux les caractériser, les protéases possédant des propriétés industrielles, 

doivent être purifiées et leur capacité à hydrolyser  d’autres substrats protéiques tels que 

l’azocaséine, l’azocoll, l’hémoglobine…etc. doit être testée, de plus, l’influence de certains 

inhibiteurs ( acide éthylène-diamine-tétra acétique (E.D.T.A), Phénylméthanesulfonyl fluoride 

(P.M.S.F) sur l’activité protéolytique sera aussi testée.  

Ensuite, les isolats possédant les protéases les plus performantes seront identifiés et les 

gènes codant pour ces protéases seront isolés. Des modifications génétiques peuvent être 

apportées à ces gènes afin d’améliorer ces protéases pour les rendre plus performantes vis-à-

vis des conditions extrêmes utilisées en industrie : pH et températures extrêmes, solvants, sels, 

des inhibiteurs de protéases…etc. 

Une fois ceci réalisé, des protocoles de productions industrielles seront adapté afin de 

produire ces protéases à échelle industrielle.   
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Résumé 

Il a été montré que les protéases des microorganismes sont largement utilisées en industries et 
en biotechnologie grâce à leurs propriétés catalytiques et leur résistance aux conditions 
extrêmes. Afin de sélectionner des bactéries productrices de protéases à intérêt industriel, 
l’activité protéolytique extracellulaire d’une souche de référence (E.coli) et de 5 isolats 
récupérés à partir du yaourt (IYT), de l’œuf (IOE), du sol (IS), de la rhizosphère (IRS) et de la 
cavité buccale d’un nourrissant (ICB) a été caractérisée. De plus l’influence des conditions 
extrêmes, de températures et de pH, sur la stabilité de ces protéases a été testée. Les résultats 
obtenus montrent que, contrairement aux protéases des autres isolats, celles des isolats IRS et 
IYT présentent une grande stabilité au traitement thermique de 2h à 90°C avec maintien, 
respectivement, de 90,90% et de 78,75% de leur activité après ce traitement. De plus les 
protéases de ces deux isolats sont stables à un traitement de 2h à pH 5, et celles de l’isolat 
IYT sont même stables à des traitements au pH 7 et 9. Pour l’isolat IS, bien que ces protéases 
soient plus sensibles au traitement thermique comparé aux deux précédentes, elles sont stables 
au traitement pH 5, 7 et 9. Ce qui donne aux protéases des trois isolats IS, IRS et IYT un fort 
potentiel d’utilisation industrielle. 

Mots-clés : Enzymes industrielles, enzymes bactériennes, hydrolases, activité protéolytique, 
caractérisation des protéases. 

Abstract 

Microorganism proteases have been shown to be widely used in industries and biotechnology due to 
their catalytic properties and resistance to extreme conditions. In order to select protease-producing 
bacteria of industrial interest, the extracellular proteolitic activity of a reference strain (E. coli) and 5 
isolates recovered from yogurt (IYT), egg (IOE), soil (IS), rhizosphere (IRS) and oral cavity of a 
nutrient (ICB) was characterized. In addition, the influence of extreme conditions, temperatures and 
pH on the stability of these proteases was tested. The results obtained show that, unlike the proteases 
of the other isolates, those of the IRS and IYT isolates have a high stability to the heat treatment of 2 h 
at 90°C with 90.90% and 78.75% respectively of their maintenance activity after this treatment. In 
addition, the proteases of these two isolates are stable at a treatment of 2h at pH 5, and those of the 
IYT isolate are even stable at pH 7 and 9 treatments. For the isolate IS, although these proteases are 
more sensitive to heat treatment compared to the two previous ones, they are stable to pH 5, 7 and 9 
treatment. This gives the proteases of the three IS, IRS and IYT isolates a high potential for industrial 
use. 

Keywords: Industrial Enzymes, Bacterial Enzymes, Hydrolases, Proteolytic Activity, Protease 
Characterization. 
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